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はじめに
　担子菌門さび菌目に属するさび菌類は，約120属
6000種が知られており，現在報告されている担子菌類
の約30％，全菌類の約9％を占める大きなグループで
ある．
　さび菌類は通常，夏胞子，冬胞子，担子胞子，精子，
さび胞子の5つの異なる胞子世代を順次形成して行く
複雑な生活環を持ち，その多くは夏胞子・冬胞子・担子
胞子を形成する時の宿主植物とさび胞子・担子胞子を形
成する時の宿主植物が異なる異種寄生性の菌である（図
1）．さび菌類は，主に夏胞子のときに反復感染し，多岐
にわたる宿主植物に対してしばしば激しい病害を引き起
こす宿主特異性の高い植物病原菌として有名である．今
回，研究材料としたコムギ赤さび病菌を例にとると，日
本での被害は少ないが，春蒔きコムギ栽培を主体とする
欧米各国やオーストラリアにおいて，たびたび激しい被
害が記録されており，深刻な問題となっている．一般に，
宿主植物が休眠期（多年性植物では落葉時，一年性植物
では枯草期）に近づくと，さび菌類は休眠期である冬胞
子を形成するため，その病害の拡大も終焉する．宿主植
物上で早期に冬胞子を形成させる化学物質を単離・構造
決定できれば，本菌による病害の防除に有効な手段とな
る可能性が高まるとともにさび菌類の生活環の一部を解
明するという点で生物学的あるいは化学生態学的にも意
義あるものと考えられる．さび菌類については，これま
でに多くの分類研究や生活環に関する研究がなされてい
る．さび病菌の冬胞子形成誘導因子に関しては，光・気
温・湿度等の環境条件や宿主植物の生理状態，宿主植物
の抵抗性などの報告があるが，さび病菌の各胞子世代に
おける形態変化に関与する化学物質については未だ研究
報告の例がない1一閲（表1）．
　その理由として，（1）これまでに各胞子世代間の形態
変化に関する評価方法がなかったこと．（2）絶対的寄生
菌であるさび菌類は，人工培養方法が確立していないた
め，菌の確保は野外採集に頼らざるをえなく，大量確保
が困難であること．（3）「微生物ホルモン」と呼ばれるよ
うな形態変化に関与する化学物質の単離は，極微量物質
の単離になることが予想されたことなどが挙げられる．
しかし，近年筑波大学山岡らにより，コムギ子葉を用い
たコムギ赤さび病菌Pμcc‘mαγecoη4吻f．　sp．〃毎ciの冬
胞子形成誘導活性試験方法が確立されたことや各種分
離・分析機器の発展や方法論の開発等によりナノモル程
度での構造決定が可能になりつっあることから，さび菌
類の形態変化に関与する化学物質の単離および構造解析
は可能であると判断し，本研究テーマに着手した．本報
では，コムギ赤さび病菌の冬胞子形成誘導物質にっい
て，これまでに得られた知見を報告する．
1．冬胞子形成誘導物質の生物検定法川
　本研究における冬胞子形成誘導物質の分離精製の評価
は，ここに記した検定方法に従って行なわれた．
　1－1使用菌株
　検定には，コムギ赤さび病菌Pμcci酩αγθcoη4‘Zαf．　sp．
τγ仇ci　racelAを用いた．この菌株は，筑波大学植物病理
および菌学研究室で，夏胞子世代で継代維持してきたも
のである．
轟
担子胞子（n）1、 アキカラマツ
　に感染
図1　コムギ赤さび病菌（Pγecoη磁α）の生活環
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表1　これまでのさび菌類の冬胞子形成誘導因子についての報告
1891　Magnusさび菌類の冬胞子形成について宿主植物の生育状態の関与を初めて報告D．
1915　　Gassner宿主植物の生育段階や生理的老化の関与を報告21．
1918　　Parkerエンバク冠さび病菌の冬胞子形成にっいて，宿主植物の抵抗性の関与を報告3｝．
1928　Water宿主植物に悪条件（暗黒，低温，乾燥，貧栄養）を与えることで，コムギ赤さび病菌以外の9種のさび
菌の冬胞子形成誘導に成功したことから，宿主植物の代謝が外的要因（光，気温，湿度等）により影響を
受け，光合成活性が低下することが冬胞子形成を促進すると報告4）．
1930　　Peturson
1954　Simons
1961　Zinlmer
エンバク冠さび病菌にっいて，気温の上昇が冬胞子形成を早めると報告5．η．また，エンバク冠さび病菌
について，菌の病原力や宿主植物の抵抗性・生育段階には関係なく，特定の品種と菌との組合わせによ
り，冬胞子形成時期が決定すると報告7〕．
1965　高橋
1967　　Jackson
コムギ赤さび病菌にっいて，菌の生態型あるいは菌株とコムギの品種の組み合わせにより，
子形成速度や程度が異なることを報告8⑨．
幼苗上の冬胞
1966　Mirochaさび菌の感染強度が冬胞子形成の早さに影響すると報告10｝．
1981　Yeh 夜間低温条件で生育させることで，
たことを報告川．
マメ科植物上のさび菌P肋〃o∫加抱ヵαc的γ力斑の冬胞子形成誘導し
1994　　VolkerUγo〃zycθsαρρθ励拠／ατμsに感染したインゲンを，2日間暗黒条件下におくことで，
たことから，冬胞子形成には宿主植物の光合成産物の減少が関係していると報告12｝．
冬胞子形成誘導でき
1995　Wagner夏胞子から冬胞子が形成されるまでの各段階について，宿主植物中の炭水化物量やその分解酵素活性を調
べ，グルコースの減少が冬胞子形成を誘導すると報告131．
夏胞子を接種
、
　。：°
　む　ロ　　ロ
コムギ種まき
　　　〈判定〉
＿
　　　　　　　sample／2ml　H20
図2　冬胞子形成誘導活性物質の生物検定法
　r2　試験および評価方法
　角型プラスチックポット（150×50×100mm）に，赤
玉土：腐葉土を3：1の割合で混合し，コムギ種子（農林
16号）を播種して，種子が隠れる程度に覆±した．これ
を22℃，12時間照明（15，0001x）・12時間暗黒条件下の
植物インキュベータに置いた．7日後，コムギの子葉が
7～8cmに伸長したとき，コムギ赤さび病菌の夏胞子を
接種した．これを22℃，暗黒条件下湿室に一昼夜おき，
再びインキュベータに戻した．
　菌を接種してから4日後，夏胞子を接種したコムギ子
葉の上部4～5cmを切り取り，蒸留水で2mlに希釈し
た検体を入れたガラス容器に差し込んだ．これを12時
間照明（15，0001x）・12時間暗黒条件の植物インキュ
ベータに置いた．検定中，コムギに吸収されて各ガラス
容器内の液が減少するため，コムギの枯れを防ぐために
適時，蒸留水を加えた．10日後，コムギ子葉上のコムギ
赤さび病菌の冬胞子形成の状況を観察し，冬胞子形成誘
導活性について次の4段階に評価判定した（図2）．
　＋＋＋（強：冬胞子堆が夏胞子堆のグリーンアイラン
　　　　　ド周辺部を完全に囲むように形成される．図
　　　　3参照）
十十
十
（中：冬胞子堆が夏胞子堆のグリーンァイラン
ド周辺部を断続的に囲むように形成される．）
（弱：冬胞子堆が散在的に形成される．）
（無：冬胞子堆がまったく形成されないか，若
干形成される．）
図3　コムギ子葉上におけるコムギ赤さび病菌の冬胞子堆
　　　の形成
　　　グリーンアイランド周辺部を完全に囲むように形成
　　　している．（図は，強：＋＋＋として評価）
　　T，teria（冬胞子堆），　U，　uredinia（夏胞子堆）．
2．冬胞子形成誘導物質の生成挙動についての検討14）
自然状態において，コムギ赤さび病菌の冬胞子が形成
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試料A：開花期（多くの夏胞子堆が形成している状態：5／16採集）
試料B：完熟期（冬胞子堆が多数形成している状態：5／30採集）
試料C：枯熟期（葉がかなり枯れた状態：6∫10採集）
　　　　図4　各生育段階の罹病コムギ葉
し始める時期は，通常宿主植物であるコムギが枯れ始め
黄褐色がかる時期に限られている．この現象から，冬胞
子形成誘導物質の生成は時期的要因が影響していると推
測できる．そこで，冬胞子形成誘導物質の分離に適した
抽出時期，すなわちコムギ葉中の冬胞子形成誘導物質量
がもっとも多くなる時期を明らかにする実験を行なっ
た．
　また，コムギ赤さび病の感染と冬胞子形成誘導物質の
生成との関連性を明らかにするために，感染コムギ葉お
よび未感染コムギ葉の各抽出エキスにっいて，冬胞子形
成誘導活性試験を行なった．
　2－1　原料採集および抽出方法
　コムギ赤さび病菌に感染したコムギ（農林16号）の
葉および茎部は，国立農林水産省農業研究センター（茨
城県っくば市）の実験圃場から採集した．
　冬胞子形成誘導物質の生成時期を調査するために，
1995年にコムギの3っの異なる生育段階での試料採集
を行なった．多くの夏胞子堆を形成している開花期（5
月16日）に採集したコムギ葉を試料A，冬胞子堆形成
が多数認められた収穫直前の完熟期（5月30日）に採集
したコムギ葉を試料B，さらに葉がかなり枯れてしまっ
た枯熟期（6月10日）に採集したコムギ葉を試料Cと
した（図4）．
　また，筑波大学実験農場（茨城県つくば市）で栽培さ
れた収穫期直前の完熟期にあるさび菌未感染コムギ葉
（農林16号）を採集し，試料Dとした．
　それぞれのコムギ葉は，室内で自然乾燥した後，ハサ
ミで小片に刻み，各コムギ葉2gについて，ジクロロメ
タン，アセトンおよびメタノールで各24時間ずっ順次
抽出し，減圧濃縮した．得られた抽出物は，メタノール
0．5mlに溶解した後，蒸留水で10，20および40倍に希
釈し，生物検定を行なった．
　2－2　罹病コムギの生育段階と冬胞子形成誘導物質の
　　　生成との関係
　罹病コムギ葉のジクロロメタン，アセトンおよびメタ
表2　罹病コムギの各生育時期における葉メタノール抽出
　　エキスの冬胞子形成誘導活性
抽出エキスの希釈比率
×10 ×20 ×40
試料A 十，一 一一　， 十，一
試料B 十十十　十　　　． 十十十，十十十 十，一
試料C 十，一 一一　， 一一　，
※試料D（未感染コムギ葉抽出エキス）には，
　られなかった．
活性は認め
ノール抽出エキスの中で冬胞子形成誘導活性を示したの
は，メタノール抽出エキスのみであった．
　コムギの各生育時期の葉抽出エキス中で，もっとも強
い冬胞子形成誘導活性を示したのは，収穫直前の完熟期
に採集した冬胞子堆iを多数形成した感染コムギ葉（試料
B）であり，多くの夏胞子堆を形成し，冬胞子堆の形成が
認められない開花期のコムギ葉（試料A）や枯熟期の感
染コムギ葉（試料C）は，弱い活性しか示さなかった（表
2）．
　2－3　コムギ赤さび病の感染と冬胞子形成誘導物質の
　　　生成の関係
　収穫期直前のコムギ赤さび病菌未感染コムギ葉（試料
D）のメタノール抽出エキスは，同じ生育時期に採集し
た冬胞子堆が多数形成した感染コムギ葉（試料B）のメ
タノール抽出エキスと比べて，弱い活性しか示さなかっ
た．（表2）
　このことから，冬胞子形成誘導物質の生成には，コム
ギの生育段階のみではなく，コムギ赤さび病の感染の有
無が強く関与していることが推測された．
　また，その後の検討により，メタノール抽出後の罹病
コムギ葉を，さらに蒸留水で抽出して得たエキスにも，
メタノール抽出エキスと同様の冬胞子形成誘導活性を有
することが明らかとなった．
　以上の結果から，冬胞子形成誘導物質の抽出原料とし
ては，冬胞子堆を多数形成した完熟期の感染コムギ葉が
適当であり，冬胞子形成誘導物質はジクロロメタン等で
脱脂した後に抽出したメタノールおよび水抽出エキス中
に存在することが明らかとなった．
3．冬胞子形成誘導物質の分離
　3－1　冬胞子形成誘導物質の性状15）
　前述の結果からわかるように，冬胞子形成誘導物質
は，メタノールおよび水に可溶な物質である．種々の分
離精製方法の検討過程において，冬胞子形成誘導物質
は，①塩酸酸性で液液分配を行うと有機層に転溶する，
②強弱両陽イオン交換樹脂には保持されないのに対し強
弱両陰イオン交換樹脂には保持される，③浸透膜（R
Membrane　MWCO1000，　Spectra／Pr♂）を通過するな
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DH●d　wh⇔t　l●●f（18㎏）
　　　　ex廿8cted　w比h　CH2Cl2
　　　　MeOH　　　　　　　　　　　　M●OH●xし（1⑩7　k5）
　　　　water
w8t●r●㎞ct（1．36㎏）
　　　　ext」racted　w比h　AcOEt　8t　pH　2
　A60Et　●xt．（648）
　　　　chromatografed　on　HP－21　resin（H20）
　●ctiv●什σ．108）
　　　　chromatogr8fed　on　AQUASIL　SS－5251（MeOH－H20）
　●ctiv●什（7．5　mg）
　　　　chrom8togr8fed　on　ODS（MeCN－H20）
　　　　chrom8tografed　on　AQUASIL　SS－1251（MeOH－H20）
8ctW●W11－20摩　　　　＊Ther6　w8s　noρerfomanoe加the　weight　of
　　　　　　　each　Wactjon　in　moasuring，　sino■it　is　very　sma‖．
図5　罹病コムギ葉からの冬胞子形成誘導物質の分離操作図
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　　ペクトル
どの性状を示した．
　これらの結果から，冬胞子形成誘導物質は酸性低分子
化合物であると考えた．
　3－2　分離操作15｝
　冬胞子堆を多数形成した乾燥コムギ葉18kg（1999
年採集）を切栽し，ジクロロメタンで脱脂した後，メタ
ノールで2回，次に蒸留水で2回抽出を行ない，メタ
ノール抽出エキス1．07kgおよび水抽出エキス1．36　kg
に得られた．それぞれのエキスには，冬胞子形成誘導活
性が認められた．
　本稿では，主に水抽出エキスの分離について記述す
る．水抽出エキスは4M塩酸でpH　2に調製した後，酢
酸エチルで2回抽出した．得られた有機層は無水硫酸ナ
トリウムで脱水した後，減圧濃縮し抽出物64gを得た．
抽出物は，150mlの水に懸濁し，遠心分離（3850　g，20
min）後，上清液をHP21（DIAION製）樹脂カラム（樹
脂量2L：カラム内径75　mm）に負荷し，蒸留水10L
で溶出し，1Lずっ分画した．活性が認あられた画分
（7．10g）は，　AQUASIL　SS－5251（20×250　mm：95％
MeOH→H201iner　gradient）にて，繰り返し分離を行
い，1μgで冬胞子形成誘導活性を示す分画（7．5mg）を
得た．
　さらにODS（4．6×150　mm：95％MeCN→H201iner
gradient）で分離した後，　AQUASIL　SS－1251（4．6×
250mm：95％MeOH→H201iner　gradient，1fr＝1．O
ml）にて分離を行なったところ，冬胞子形成誘導活性は
fr．11－20に認められた（図5）．
　3－3　LC・MSを用いた分離検討
3－2で得られた活性分画fr．11－20の各々について，
紫外分光光度計にて210－400nm領域の測定を行なっ
たが，UV吸収は観測されなかった．各フラクション量
も微量であることから，質量分析計（MS）を検出器とし
たHPLC（LC－MS）による分離検討を行なうこととした．
活性分画fr．11－20の各フラクションについて別記した
分離条件で，LC’MS測定を行い，　BP（Base　Peak）でモ
ニタリングしたところ，全フラクションともにRt＝3．4
min付近に強いピークを示したが，そこには冬胞子形成
誘導活性はなく，冬胞子形成誘導活性は全フラクション
ともにRt＝6－8　min付近に認められた．そこで，各フ
ラクションに共通する分子イオンの有無にっいて調査し
たところ，各フラクションには常に分子量m／z130の
偽分子イオンがイオン強度の大きいピークとして存在す
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さび病菌（宿主植物）2：Pμcc’η●m■caηfh’Miura（ススキ）、3ρrηagημs庖ηa　Koemicke（ヨシ）、
4：ρρolγgoη仁∂mρh伽’Persoon　var．　fovaη∂e　Arthur（イタドリ）、5：ρψefe∬∂η●P．　Sydow　ex　Dietel（オカトラノオ）
6：Pfanace6　de　Caη〈わ〃b　var，　faηace6（キク）、7：ρ↑okγeηs冶Pet　H．　Sydow（ミツバ）
8’Uπ）mγoes　lesρe《治z8e一ρrocμmbeη侮（Schwelnitz）Cu戊s　var’esρedezae一ρπ）cびmbeη〃s（ハギ）
9：Phτagmた伽η7ρaμc〃bcμ白㊦（Dietel）H．　et　P．　Sydow（ナワシロイチゴ）
10：P∬θo’a胎k’μgωs6aηa（Diθtel）Dietel（ヌルデ）、プ2：Co∫e◎sρo加m　yarηabeηse（Saho）Hiratsuka，　f（フキ）
13：Me佑mρso拍c力e舵わη∬一ρ’eπ漸Matsumoto（アカメヤナギ）、14：Meρ励y〃∂Dletel（オノエヤナギ）、
15’M’aがひρoρμ〃ηaKlebahn（ポプラ）、17’Phakoρso勺ρac力γ功’z’Het　P　Sydow（クズ）
図9　冬胞子堆が多く観察された各さひ病菌感染植物の葉部
ることが明らかとなった．一例として図6に活性分画
fr．17のBPクロマトグラムおよび分子量m／z　130の
SIM（Single　Ion　Monitoring）クロマトグラムを示し，
図7にfr．17のRt＝7．O　min付近のMSクロマトグラム
を示した．
　次に，分子イオンm／z130について情報を得るため
に，高分解能質量分析（HRMS）測定を行なった（図8）．
Selected　Isotopes：Ho、20Co．loNo．300．8So　4Po．4，　Error　Li・
mit：10mmuの条件で組成演算を行なった結果，その条
件を満たす組成式としてC4H8N302，　C5H8NO3および
C4HgN3Pの3式が得られた．冬胞子形成誘導物質は，酸
性物質の性状を示すことからカルボン酸基や水酸基等の
官能基を有する可能性が大きいと推測し，m／z　130の分
子式はC5H8NO3が妥当と考えた．　ESI＋では，分子イオ
ンはプロトン付加イオンとして検出されることから，冬
胞子形成誘導物質の分子式をC5H7NO3（分子量129）と
推定した．現在，構造確定に必要な量の確保を目指し，
前述したメタノールエキスおよびその後採集した罹病コ
ムギ葉からの冬胞子形成誘導物質の分離精製を行なって
いる段階である．
4．他のさび菌類における冬胞子形成誘導物質につい
　　て16）
本文の冒頭で触れたように，本研究の材料である罹病
コムギ葉を収穫期に多量に採集することは容易ではな
く，構造解析に必要な活性物質の確保は簡単ではない．
しかし，仮に冬胞子形成誘導物質がさび病菌感染植物に
広く分布する物質であるとすれば，コムギ赤さび病菌以
外のさび病菌感染植物内にも冬胞子形成誘導物質は存在
するはずであり，本研究の材料確保が容易になる可能性
があると考えた．そこで，冬胞子を多数形成した種々の
さび病菌感染植物葉についてコムギ赤さび病菌に対する
冬胞子形成誘導活性の有無を検討した．十数種のさび菌
罹病植物（図9）を集め，それぞれの抽出エキスにっい
て冬胞子形成誘導活性を調べた結果，すべての罹病植物
葉エキスに冬胞子形成誘導活性が認められた（表3）．こ
のことから，冬胞子形成誘導物質は基本的にさび病菌感
染植物内に共通して存在する物質であると考えられる．
種々のさび菌類の冬胞子形成誘導因子の共通性・変異度
については，今後更に検討を加える予定である．
ま　と　め
　さび病菌を接種したコムギ子葉を用いた冬胞子形成誘
導活性試験法によりコムギ赤さび病菌に感染した収穫期
直後のコムギ葉に最も強い冬胞子形成誘導活性が現れる
ことを確認した．この時期に採集した罹病コムギ葉のメ
タノール抽出エキス及び水抽出エキスをHP21，　CPC，
HPLC等の分離手法を用いて，冬胞子形成誘導物質の分
離・精製を行っており，現在一番強い活性画分は数ナノ
グラム程度で活性を示すまでに濃縮されている．本分画
の冬胞子誘導活性は極めて強いが，罹病植物葉に対する
含量は極めて微量であることから，冬胞子形成誘導物質
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表3　罹病植物エキスのコムギ赤さび病菌に対する冬胞子形成誘導活性の有無にっいて
共試さび菌 冬胞子誘導活性試験結果
採集時の宿主植物
科　名 種　名 メタノールエキス 水エキス
PucciniaceaePτκC‘ηiαγθCOη∂庇α
ρη2ゴscαη仇f
Pmα9ημsiαηα
Pρoり90ηゴーαm助伽τ
P∂‘θτ¢καηα
P‘αηαc¢τゴ
P’oんyθηsfs
コムギ
ススキ
ヨシ
イタドリ
オカトラノオ
キク
ミツバ
○
○
○
○
○
○
○
○
?
○
○
×カレ
○
○
σγo仇ycθs　Zesρ¢4θzα¢一ργocμmbε砿sヤマハギ ○ ○
PhragrnidiaceaeP加α9η泌㍑脱1）αμCμOCμZαπ ナワシロイチゴ ○ ○
PileolariaceaeP犯¢ozαγiα々ω9丸τ∫泌ηα ヌルデ ○ ○
ColeosporiaceaeCo’θosカoγ加η2　yα勿αbθηsρ
C．αsτ¢γμη2
フキ
ゴマナ
○
×
○
○
MelampsoraceaeルfθZα仇ρSO抱Cんθ1τ〔10ηゼリ‘θγ0面
M．θρψ妙〃α
M．αb観ゴs一ρoρμ／i
M．1αγゴc句oμ吻α
M．ρoμ1ηθα
アカメヤナギ
オノエヤナギ
ポプラ
ポプラ
ヤマナラシ
×
○
×
○
○
○
○
○
○
○
PhakopsoraceaePんα々0ρSOγαραC伽γ肱ゴ クズ ○ ○
○冬胞子形成誘導活性あり．×冬胞子形成誘導活性なし．カレ葉の枯れが著しいもの．
の構造解明の第一段階としてLC－MSを用いることとし
た．その結果，活性分画には常にm／z130の偽分子イオ
ンピークが存在することが明らかとなり，さらに
HRMSの測定結果から冬胞子形成誘導物質の分子式を
C5H7NO3と推定した．現段階では未だ冬胞子形成誘導
物質の構造確定には至っていないが，精製の過程で活性
物質が低分子量の酸性物質であると推定されていたの
で，入手可能な種々のアミノ酸やカルボン酸類を活性試
験に付したところ，L－prolineに弱い活性が認められた．
これらの結果から，冬胞子形成誘導物質は，現在のとこ
ろアミノ酸あるいはカルボン酸の関連化合物ではないか
と推測している．さらに，コムギ赤さび病菌に罹病した
コムギ葉を収穫期に多量に採集することが容易ではない
ことから，冬胞子形成誘導物質の量確保を目的として
Pμcc：励αγθcoηd吻f．sp．’7仇c‘以外のさび菌に罹病した
種々の植物エキスのコムギ赤さび病菌に対する冬胞子形
成誘導活性の有無について検討を行った．十数種のさび
菌罹病植物を集め，各感染葉エキスの活性を調べた結
果，すべての罹病植物に冬胞子形成誘導活性が認められ
た．種々のさび菌の冬胞子形成誘導因子の共通性・変異
度について今後検討を加える予定であるが，冬胞子形成
誘導物質は基本的にさび病菌に共通のものであると考え
ている．本研究は，直接的にはコムギ赤さび病に対する
化学防除を目的としているが，本課題の成果により広く
さび病菌全般の冬胞子形成誘導物質の解明にっながるも
のと期待している．
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